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OPTIMASI PRODUKSI KERATINASE OLEH BAKTERI 
Bacillus SLII-I DALAM MEDIUM LIMBAH BULU 
AYAM  
 
 Nama Mahasiswa  : Ahmad Marzuki R. 
 NRP  : 1510 100 053 
Jurusan  : Biologi 
Dosen Pembimbing : Dr. techn. Endry Nugroho Prasetyo, 
MT 
Abstrak 
 Keratin adalah protein yang sulit didegradasi karena 
terdapat ikatan sistin disulfida. Enzim keratinase yang diproduksi 
oleh Bacillus SLII-I diketahui mampu memutus ikatan disulfida. 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memproduksi keratinase 
secara optimum melalui analisis profil kurva pertumbuhan 
bakteri, kandungan protein, dan aktivitas keratinase dengan 
memvariasikan kondisi  pH dan komposisi medium limbah bulu 
ayam. Optimasi keratinase dilakukan berdasarkan kurva 
pertumbuhan bakteri yang dikulturkan pada 3 jenis medium 
(Nutrien broth, minimal medium feather meal, minimal medium 
feather meal pepton 1%) dan 3 jenis pH  (7, 8, 9). Analisis 
optimasi diperoleh dari profil kurva pertumbuhan serta 
karakterisasi menggunakan titik isoelektrik, dan SDS-PAGE  yg 
didahului dengan parsial purifikasi menggunakan ammonium 
sulfat. Dari hasil diperoleh produksi keratinase yang optimum 
pada minimal medium feather meal pH 7 dengan aktifitas 
keratinase tertinggi adalah 3.4 Unit/ml. Titik isoelektrik 
keratinase diketahui pada pH 5.3 sedangkan berat molekul 
berdasarkan hasil SDS-PAGE adalah 38 kDa.   
Kata kunci: Bacillus SLII-I, keratin, optimasi keratinase, 
profil pertumbuhan bakteri. 
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Department : Biologi 
Advisor Lecturer : Dr. techn. Endry Nugroho Prasetyo, MT 
 
Abstract 
 Keratin is a protein that is difficult to degrade because 
there is cystine disulfide bond. Keratinase enzyme produced by 
Bacillus SLII-I is known to break the disulfide bonds. The 
purpose of this research is to produce optimum keratinase through 
bacterial growth profile analysis, protein content, and keratinase 
activity by varying conditions of pH and composition of medium 
feather meal. Keratinase optimization performed by the growth 
curve of bacteria cultured in three types of medium (Nutrien 
broth, minimal medium feather meal, and minimal medium 
feather meal pepton 1%) and three types of pH (7, 8, and 9). 
Optimization analysis is obtained from the profile curve of 
growth, characterization using isoelectric point, and SDS-PAGE 
which was preceded by a partial purification using ammonium 
sulfate. The results obtained optimum keratinase production in 
minimal medium feather meal pH 7 with the highest keratinase 
activity is 3.4 Units / ml. Keratinase known isoelectric point at pH 
5.3 and the molecular weight by SDS-PAGE results is 38 kDa. 
 
Key word : bacterial growth profile, Bacillus SLII-I, keratin, 
keratinase optimization.  
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
1.1  Latar Belakang 
Pakan ternak sebagai penyedia sumber protein hewani 
harganya masih relatif mahal dikarenakan Indonesia masih 
mengandalkan produk impor. Jumlah Impor pakan ternak masih 
sangat tinggi karena produk dalam negeri belum mampu 
memenuhi kebutuhan pasar. Hal tersebut menjadi masalah utama 
bagi peternak dalam usahanya meningkatkan produksi ternak. 
Oleh karena itu perlu dilakukan usaha pemanfaatan limbah 
organik sebagai sumber protein alternatif untuk menekan biaya 
pakan (Sitompul, 2004). 
Bulu ayam adalah salah satu produk limbah organik hasil 
usaha pemotongan ayam yang masih belum dimanfaatkan secara 
optimal. Pemotongan ayam menghasilkan rata-rata bulu sebanyak 
4-9% dari total berat ayam (Adiati et al., 2002; Ketaren, 2008). 
Pada tahun 1998, beban limbah padat yang dihasilkan industri 
peternakan ayam di Jawa Timur sebesar 121.793 ton (Badan 
Statistik Lingkungan Hidup dan Wilayah, 2000). Pada tahun 1999 
hingga tahun 2011 konsumsi daging ayam di Jawa Timur 
meningkat dari 25.924.000 kg (Badan Pusat Statistik, 2005) 
menjadi 65.429.000 kg (Badan Pusat Statistik, 2012). 
Peningkatan kebutuhan masyarakat terhadap konsumsi daging 
ayam akan meningkatkan  limbah bulu ayam yang dihasilkan. 
Limbah bulu ayam biasanya dibuang, ditumpuk sebagai land 
filling atau dibakar yang mengakibatkan pencemaran lingkungan. 
(Joshi et al., 2007). 
Bulu ayam memiliki kandungan protein cukup tinggi. 
Murtidjo (1995) mengemukakan, protein kasar tepung bulu ayam 
mencapai 86,5% dan energi metabolis 3.047 kkal/kg, selain itu 
bulu ayam mengandung kadar protein jauh lebih tinggi dibanding 
tepung ikan dan memiliki protein kasar cukup tinggi 
(Rasyaf,1993). Sehingga bulu ayam merupakan limbah 
peternakan yang dapat dijadikan sebagai bahan pakan alternatif 
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pengganti sumber protein hewani dalam formulasi ransum ayam 
(unggas).  
Keratin adalah salah satu jenis protein yang terdapat pada 
limbah bulu ayam, keratin merupakan struktur protein tidak larut 
yang terdapat pada kulit, wol, rambut, tanduk, lapisan stratum 
korneum. Keratin memiliki ikatan sistin disulfida, ikatan hidrogen 
dan interaksi hidrofobik  menyebabkan keratin bersifat kaku dan 
stabil sehingga sangat sulit untuk dirombak dan resisten terhadap 
perlakuan fisik, kimia, dan biologis (Kaluzewska et al., 1991). 
Keratin dapat dirombak dengan kelompok enzim protease. 
Keratinase termasuk kelompok enzim protease yang dapat 
menghidrolisis keratin dengan memecah ikatan sistin disulfida 
pada keratin, sehingga memainkan peranan penting dalam 
perombakan keratin menjadi protein sederhana (Sun dan Lee, 
2001). Keratinase diproduksi oleh bakteri, misalnya genus 
Bacillus. Bakteri genus Bacillus mampu hidup pada kisaran suhu 
dan pH yang lebar (Holt et al., 1994).  Genus Bacillus merupakan 
salah satu bakteri yang mempunyai berbagai macam kemampuan 
yang dapat dikembangkan dalam dunia industri. Menurut Atlas 
dan Bartha (1987), Bacillus sangat potensial untuk dikembangkan 
dalam industri bioteknologi karena mempunyai sifat sifat yang 
unggul seperti kisaran pertumbuhan yang luas, pembentukan 
spora, memiliki habitat yang luas, tahan terhadap senyawa 
antiseptik, bersifat aerob atau fakultatif aerob, memiliki 
kemampuan enzimatik yang beragam, dan beberapa diantaranya 
mampu melakukan biodegradasi terhadap banyak senyawa 
xenobiotik. 
Penelitian Sivakumar (2007), melaporkan bahwa 
kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim keratinase dapat 
ditingkatkan dengan menambahkan pepton 0,1% ke dalam 
medium pertumbuhannya.  Bacillus mampu tumbuh dalam 
medium sintetik (Johnvesly dan Naik, 2001),  yaitu  medium 
minimal feather meal. Bacillus SLII-I koleksi Laboraturium 
Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA ITS 
diduga mampu mendapatkan sumber C (karbon) dari keratin bulu 
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ayam yang terdapat pada medium minimal feather meal. Maka 
dalam penelitian ini dilakukan optimasi, produksi, dan 
karakterisasi keratinase dari Bacillus SLII-I. 
 
1.2  Rumusan Permasalahan 
 Telah diisolasinya isolat Bacillus SLII-I yang mampu 
mendegradasi bulu ayam dengan enzim keratinase, tetapi belum 
ditemukan komposisi yang tepat untuk menghasilkan keratinase. 
Sehingga rumusan permasalahan dalam penelitian ini adalah 
menentukan pH dan komposisi medium yang tepat dalam 
memproduksi keratinase secara optimal pada suhu 40˚C. 
 
1.3  Batasan Masalah 
  Batasan masalah dalam pelaksanaan tugas akhir ini adalah : 
1. Mendapatkan produktivitas enzim keratinase yang 
maksimum dengan memvariasikan  pH dan komposisi 
medium. 
2. Medium yang digunakan adalah nutrien broth, medium 
minimal feather meal (MMFM) dan medium minimal 
feather meal (MMFM) dengan penambahan pepton 1%. 
3. Suhu yang digunakan dalam penelitian ini 40˚C dengan 
pH 7, 8 dan 9. 
4. Pertumbuhan bakeri keratinase yakni Bacillus SLII-I 
diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 600 nm. 
5. Aktivitas enzim keratinase diukur berdasarkan nilai 
optical density dengan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 280 nm.  
 
1.4 Tujuan  
Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi keratinase 
secara optimum melalui analisis profil pertumbuhan bakteri, 
kandungan protein, dan aktivitas keratinase dengan 
memvariasikan kondisi  pH dan komposisi medium limbah bulu 
ayam. 
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1.5  Manfaat 
Manfaat dari penelitian ini adalah memperoleh hasil 
optimum keratinase yang dapat bermanfaat untuk produksi enzim 
dalam skala yang lebih besar, sehingga dapat diterapkan pada 
sektor industri, baik dalam bidang pengolahan limbah peternakan, 
industri pangan, industri farmasi dan dimanfaatkan untuk 
meningkatkan efisiensi dan efektifitas pemberian pakan ternak. 
Diharapkan juga penelitian dapat dijadikan cara untuk 
mengurangi timbunan limbah bulu ayam. 
 
5 
 
BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Limbah Bulu Ayam 
Limbah bulu ayam merupakan hasil samping usaha 
pemotongan ayam. Daur ulang limbah bulu ayam dapat 
menyediakan alternatif pakan ternak yang murah dan bergizi. 
Namun, kemampuan degradasi keratin yang rendah adalah 
masalah dalam proses pembuatan pakan ternak berbahan dasar 
bulu ayam (Sinoy et al., 2011). Pada tahun 1998, industri 
peternakan ayam di Jawa Timur menghasilkan limbah padat 
berupa bulu dan bagian yang tidak digunakan sebanyak 121.793 
ton (Statistik Lingkungan Hidup dan Wilayah, 2000). Hasil 
pemotongan ternak unggas menghasilkan rata-rata bulu sebanyak  
4-9 % dari bobot hidup (Adiati et al., 2002; Ketaren, 2008). 
Pengolahan secara fisik mengurangi kualitas dan kemampuan 
cerna protein bulu ayam (Riffel et al., 2006), karena akan 
merusak asam amino yang tidak tahan panas seperti metionin, 
lisin dan triptofan (Mazzoto et al., 2011).  
 
2.2 Kandungan Protein Bulu Ayam 
Limbah bulu ayam mengandung ± 90% protein insoluble 
dalam bentuk keratin (Jayalaksmi et al., 2011) serta asam amino 
esensial seperti sistein, arginin dan threonin (Tiwary et al., 2012). 
Kandungan protein kasar bulu ayam lebih tinggi dari kandungan 
protein kasar bungkil kedelai (42,5 %) dan tepung ikan (66,2%), 
dimana bungkil kedelai dan tepung ikan adalah komponen yang 
biasa dipakai dalam ransum komersil pada umumnya (Adiati et 
al., 2002). Sehingga bulu ayam dapat dijadikan sumber alternatif 
ransum.  
Limbah bulu ayam memiliki nilai cerna rendah karena 
struktur keratin pada bulu ayam tidak mampu didegradasikan oleh 
enzim protease pada umumnya (Pissuwan et al., 2008). Nilai 
cerna bulu ayam untuk bahan kering dan bahan organik masing-
masing hanya sebesar 5,8% dan 0,7%. Pada rumen ruminansia, 
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protein bulu ayam yang tidak dicerna sebesar 53,6 hingga 87,9% 
(Adiati et al., 2002). Berikut adalah perbandingan kandungan 
asam amino antara tepung bulu ayam, tepung ikan, dan bungkil 
kedelai. 
 
Tabel 2.1 Perbandingan Komposisi Kandungan Asam Amino 
Antara Tepung Bulu Ayam, Tepung Ikan dan Bungkil Kedelai 
(Ketaren, 2008; Sitompul, 2004; Saravanan, 2012) 
Asam amino (%) 
Tepung bulu 
ayam 
Tepung 
ikan 
Bungkil 
kedelai 
Arginin 
Histidin 
Isoleusin 
Leusin 
Lisin 
Methionin 
Penilalanin 
Treonin 
Triptofan 
Valin 
Aspartat 
Serin 
Glutamat 
Prolin 
Glisin 
Alanin 
Sistin 
Tirosin 
Asparagin 
Glutamin 
5,57 
0,95 
3,91 
6,94 
2,28 
0,57 
3,94 
3,81 
0,55 
5,93 
6,00 
16,0 
12,11 
12,0 
6,92 
3,44 
8,85 
1,10 
4,40 
7,62 
4,21 
1,74 
3,23 
5,46 
5,47 
2,16 
2,82 
3,07 
0,83 
3,90 
4,41 
3,75 
7,05 
3,93 
3,83 
3,19 
0,63 
1,59 
3,81 
5,32 
3,14 
1,17 
1,96 
3,39 
2,69 
0,62 
2,16 
1,72 
0,74 
2,07 
3,06 
1,20 
3,81 
2,40 
2,65 
2,95 
0,65 
2,60 
   2,78 
   4,49 
2.3 Keratin 
Keratin adalah makromolekul protein dengan kestabilan 
yang sangat tinggi dan tingkat degradasi yang rendah. Keratin 
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terdiri dari komponen ikatan sistin disulfida, ikatan hidrogen dan 
interaksi hidrofobik molekul keratin (Vigneshwaran et al., 2010; 
Xie et al., 2010). Keratin adalah struktur protein tidak larut (Jahan 
et al., 2010) yang terdapat pada kulit hewan, tanduk, rambut, bulu 
domba dan bulu ayam. Keratin memerlukan enzim keratinase 
ekstraselular untuk proses degradasi. Keratin memiliki ikatan 
sistin disulfida yang terbentuk antara asam amino sistein yang 
mengandung gugus SH. Jika dua unit sistein berikatan, maka 
terbentuklah sebuah jembatan disulfida melalui oksidasi gugus-
gugus –SH seperti yang ditunjukkan pada gambar 2.1 (Ketaren, 
2008). 
 
 
Gambar 2.1 Ikatan Sistin Disulfida Keratin (Saravanan, 2012). 
 
Protein serat keratin terbentuk dari ikatan silang antara 
rantai-rantai asam amino yang berdekatan sehingga molekul air 
sukar menerobos struktur ini, sehingga tidak larut di dalam air 
(hidrofobik) (Ketaren, 2008). Keratin merupakan protein serat 
yang tidak larut dalam air, rantai peptida pada protein keratin 
terbelit dalam bentuk pilin atau heliks dan saling berhubungan 
dengan ikatan disulfida dan ikatan hidrogen sehingga keratin sulit 
dicerna oleh enzim proteolitik. (Pissuwan et al., 2005; Zang et al., 
2009). Bagi mikroorganisme keratinolitik, keratin yang 
mengandung banyak asam amino sistin dimanfaatkan sebagai 
sumber sulfur, karbon, dan nitrogen. Kadar sistin dalam rambut 
atau bulu beberapa spesies mahluk hidup di alam sangat 
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bervariasi dan kadar sistin tersebut menentukan tingkat kesulitan 
degradasi rambut/bulu oleh mikroba (Kunert, 2000). 
 
2.4 Enzim Keratinase 
Enzim adalah substansi yang dihasilkan oleh sel hidup dan 
berperan sebagai katalisator pada reaksi kimia organisme. 
Katalisator adalah substansi yang mempercepat reaksi tetapi pada 
hasil reaksi, substansi tersebut tidak berubah. Aktivitas enzim 
sangat spesifik karena pada umumnya enzim tertentu hanya akan 
mengkatalisis satu reaksi saja. Sebagai contoh, laktase 
menghidrolisis gula laktosa tetapi tidak berpengaruh terhadap 
disakarida yang lain. Hanya molekul laktosa saja yang akan 
sesuai dalam sisi aktif molekul (Gaman, 1994). 
Keratinase adalah enzim ekstraselular yang digunakan untuk 
biodegradasi keratin (Suntornsuk et al., 2004). Keratinase akan 
dihasilkan hanya jika terdapat substrat keratin. Keratinase 
memecahkan ikatan disulfida untuk mendegradasi keratin. 
Beberapa mikroorganisme penghasil keratinase memiliki 
kemampuan untuk mendegradasikan bulu ayam, rambut, kuku, 
bulu domba, dan sebagainya. Beberapa mikroorganisme 
keratinolitik telah diisolasi dan dikarakterisasi dari sampel tanah 
yang di sekitarnya terdapat bulu ayam (Sinoy et al., 2011). 
Keratinase pada umumnya memiliki berat molekul 20-50 kDa 
(Zang et al., 2009). Keratinase termasuk dalam kelompok 
hidrolase yang mampu menghidrolisis keratin lebih efisien 
dibandingkan protease lainnya (Vigneshwaran et al., 2010; 
Kanmani et al., 2011). 
Kelebihan enzim dibandingkan katalis biasa adalah dapat 
meningkatkan produk beribu kali lebih tinggi, bekerja pada pH 
yang relatif netral dan suhu yang relatif rendah, dan bersifat 
spesifik dan selektif terhadap subtrat tertentu. Enzim telah banyak 
digunakan dalam bidang industri pangan, farmasi dan industri 
kimia lainnya. Dalam bidang pangan misalnya amilase, invertase, 
glukosa-isomerase, papain, dan bromelin, sedangkan dalam 
bidang kesehatan contohnya amilase, lipase, dan protease. Enzim 
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dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan dan mikroorganisme 
(Boyer, 1971). 
Suhu yang tinggi akan menaikkan aktivitas enzim namun 
sebaliknya juga akan mendenaturasi enzim (Martoharsono, 1994). 
Peningkatan temperatur dapat meningkatkan kecepatan reaksi 
karena molekul atom mempunyai energi yang lebih besar dan 
mempunyai kecenderungan untuk berpindah. Ketika temperatur 
meningkat, proses denaturasi juga mulai berlangsung dan 
menghancurkan aktivitas molekul enzim. Hal ini dikarenakan 
adanya rantai protein yang tidak terlipat setelah pemutusan ikatan 
yang lemah sehingga secara keseluruhan kecepatan reaksi akan 
menurun (Lee, 1992). 
Derajat pH optimal enzim adalah sekitar pH 7 (netral) dan 
jika medium menjadi sangat asam atau sangat alkalis enzim 
mengalami inaktivasi. Akan tetapi beberapa enzim hanya 
beroperasi dalam keadaan asam atau alkalis. Sebagai contoh, 
pepsin, enzim yang dikeluarkan ke lambung, hanya dapat 
berfungsi dalam kondisi asam, dengan pH optimal 2 (Gaman & 
Sherrington, 1994). 
 
2.5 Bakteri Penghasil Keratinase 
Mikroorganisme adalah agen biologis penghasil enzim yang 
paling banyak digunakan dibandingkan dengan tanaman dan 
hewan. Sebagai penghasil enzim, mikroorganisme lebih 
menguntungkan karena pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh 
pada substrat yang murah, lebih mudah ditingkatkan hasilnya 
melalui pengaturan kondisi pertumbuhan dan rekayasa genetik, 
serta mampu menghasilkan enzim yang ekstrim. Adanya 
mikroorganisme yang unggul merupakan salah satu faktor penting 
dalam usaha produksi enzim. Oleh karena itu, eksplorasi 
mikroorganisme indigenous penghasil protease perlu dilakukan di 
Indonesia. Keragaman hayati yang tinggi memberikan peluang 
yang besar untuk mendapatkan mikroorganisme yang potensial 
untuk dikembangkan sebagai penghasil enzim (Kosim dan Rosa, 
2009). 
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Anitha (2012) melaporkan bahwa Bacillus megaterium (A1), 
Bacillus licheniformis 511 dan Bacillus subtilis 1-1 yang diisolasi 
dari tanah tempat pembuangan limbah bulu ayam Pasumalai, 
India memiliki aktivitas keratinase, masing-masing sebesar 
72.875 U/mg, 242 U/mg dan 198 U/mg; setelah 96 jam, 48 jam 
dan 48 jam masa inkubasi pada suhu 35
o
C dan pH 7.5. Crude 
enzim keratinase Bacillus licherniformis mampu meningkatkan 
total asam amino pada bulu utuh dan tepung bulu komersil 
sebesar 7%. Dengan masa inkubasi 2 hari menggunakan 10 gram 
bulu ayam dapat menghasilkan  aktivitas keratinase sebesar 301.2 
unit/ml .  
Bacillus subtilis dan Bacillus licheniformis berturut turut 
memiliki aktivitas enzim 319 unit/ml dan 412 unit/ml pada 
medium feaher meal dengan kandungan bulu ayam 10 gram pada 
suhu 37
0
C dan waktu inkubasi 1 jam (Mazotto, 2011). 
 
2.6 Bacillus SLII-I 
Genus Bacillus merupakan salah satu bakteri yang 
mempunyai berbagai macam kemampuan yang dapat 
dikembangkan dalam skala industri. Menurut Atlas & Bartha 
(1987),  Bacillus sangat potensial untuk dikembangkan dalam 
industri bioteknologi karena mempunyai sifat memiliki kisaran 
suhu pertumbuhan yang luas, pembentuk spora, kosmopolit, tahan 
terhadap senyawa-senyawa antiseptik, bersifat aerob atau 
fakultatif anaerob, memiliki kemampuan enzimatik yang 
beragam, dan beberapa diantaranya mampu melakukan 
biodegradasi terhadap banyak senyawa rekalsitran dan 
xenobiotik. Selain itu Bacillus  tidak membutuhkan faktor tumbuh 
yang mahal. 
Genus  Bacillus  merupakan bakteri  yang berbentuk batang 
dapat dijumpai di tanah  dan air termasuk pada air laut. Beberapa 
jenis menghasilkan enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis 
protein dan polisakarida kompleks.  Bacillus spp  membentuk 
endospora, merupakan gram positif, bergerak dengan adanya 
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flagel peritrikus, dapat bersifat aerobik atau fakultatif anaerobik 
serta bersifat katalase positif (Pelczar et al. 1976).  
Genus Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang menarik 
karena tiap-tiap jenis mempunyai kemampuan yang berbeda-
beda, yaitu mampu mengdegradasi senyawa organik seperti 
protein, pati, selulosa hidrokarbon dan agar, mampu 
menghasilkan antibiotik, berperan dalam nitrifikasi dan 
dentrifikasi, pengikat nitrogen, pengoksidasi selenium, 
pengoksidasi dan pereduksi mangan (Mn), bersifat khemolitotrof, 
aerob atau fakutatif anaerob, asidofilik atau alkalifilik, 
psikoprifilik, atau thermofilik (Norris et al.1981; Claus & 
Barkeley 1986).  
Bacillus SLII-I diisolasi dari dataran tinggi dieng yang 
merupakan kawasan pegunungan vulkanik aktif dengan 
ketinggian  ±2.000 mdpl didaerah wonosobo, Jawa Tengah. 
Pegunungan dieng memiliki kawah yang khas dan berbeda tiap 
tahunnya, yaitu menghasilkan kawah hasil letusan magma 
dilokasi berbeda-beda. 
 
Klasifikasi Bacillus spp. 
Tatanama klasifikasi bakteri diatur berdasarkan 
"International Code of Nomenclatur of Bacteria and Viruses", 
yang ditetapkan tahun 1947 oleh International Committee on 
Bacteriological Nomenclature. Berdasarkan aturan tersebut maka, 
klasifikasi Bacillus spp. dalam Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology, 8 th editions tahun 2004 adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Bacteria 
Divisio   : Firmicutes 
Classis   : Bacilli  
Ordo   : Bacillales  
Familia   :  Bacilaceae  
Genus   : Bacillus  
Species   : Bacillus spp. 
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2.7   Isolasi Enzim 
Enzim dapat di isolasi dari makhluk hidup salah satunya 
mikroorganisme, metode untuk isolasi enzim antara lain metode 
ekstraksi, presipitasi, koagulasi, sentrifugasi, filtrasi, dan 
kromatografi (Judoamidjojo, dkk., 1992). Ada 2 macam jenis 
enzim yaitu enzim ekstraseluler (berfungsi di luar sel) dan enzim 
intraseluler (berfungsi di dalam sel). Fungsi utama enzim 
ekstraseluler adalah mengubah nutrien di sekitarnya sehingga 
nutrien tersebut masuk ke dalam sel. Sedangkan enzim 
intraseluler mensintesis bahan seluler atau menguraikan nutrien 
untuk menyediakan energi yang dibutuhkan sel. Untuk 
memisahkan protein enzim tertentu dari ekstrak kasar yang 
mengandung banyak unsur lain maka dilakukan isolasi atau 
pemurnian enzim (Aulanni’am, 2005). 
Pemisahan partikel dari larutan pada metode sentrifugasi 
termasuk pemisahan sel-sel dari medium biakan, pemisahan serta 
pengumpulan endapan (Judoamidjojo, dkk., 1992). Sentrifugasi 
dilakukan pada kecepatan dan gaya berat tertentu sehingga sel-sel 
mikroorganisme mengendap dan supernatan merupakan cairan 
yang berisi enzim (Rahayu, 1990). Isolasi enzim ekstraseluler 
lebih tepat menggunakan metode sentrifugasi karena enzim 
ekstraseluler dilepaskan ke luar sel atau didalam media 
pertumbuhannya (Tsujibo et al., 1992). 
 
2.8   Pemurnian Enzim 
Pemurnian enzim dapat dilakukan berdasarkan sifat-sifat 
enzim sebagai protein yang berbeda dalam hal kelarutan, muatan 
serta ukuran atau berat molekulnya (Lehninger, 1995). Metode-
metode pemurnian enzim antara lain pengendapan, filtrasi 
membran, kromatografi adsorpsi, kromatografi afinitas dan filtrasi 
gel (McKee et al., 2003). Metode pengendapan dengan 
konsentrasi garam bervariasi dilakukan dengan menambahkan 
garam amonium sulfat ke dalam ekstrak kasar enzim disertai 
13 
 
 
 
 
pengadukan pada suhu rendah (Sorensen et al., 1999). Garam 
yang ditambahkan adalah amonium sulfat, natrium sulfat, natrium 
fosfat dan lainnya, tergantung pada jenis enzim. Amonium sulfat 
lebih sering digunakan karena kelarutannya yang tinggi (Janson et 
al.,, 1998). Selain itu amonium sulfat mudah didapatkan, 
harganya relatif murah, bersifat menstabilkan enzim serta dapat 
mencegah aktivitas enzim proteolitik (Yurnaliza, 2002). 
Kelarutan protein dan kekuatan ion dipengaruhi oleh 
konsentrasi garam amonium sulfat yang ditambahkan. Semakin 
besar konsentrasi garam yang ditambahkan, maka terjadi 
peningkatan muatan listrik di sekitar protein yang akan menarik 
molekul air dari koloid protein. Interaksi hidrofobik antara 
sesama molekul protein pada suasana ionik tinggi akan 
menurunkan kelarutan protein. Peristiwa ini dinamakan salting 
out. Salting out dengan garam dapat digunakan untuk 
memisahkan protein dari komponen terlarut lainnya (Aulanni`am, 
2005). Endapan enzim yang terbentuk dipisahkan dengan 
sentrifugasi dan supernatan yang dihasilkan digunakan untuk 
fraksinasi selanjutnya (Sorensen et al., 1999).  
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BAB III 
METODOLOGI  
 
3.1  Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Institute of Tropical 
Disease Universitas Airlangga dan laboratorium Mikrobiologi 
dan Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA ITS pada bulan  April 
2104 sampai Januari 2015. Langkah pertama dalam penelitian ini 
yaitu pembuatan tepung bulu ayam kemudian membuat starter 
isolat bakteri lalu di ukur kurva pertumbuhannya untuk mencari 
produksi enzim yang optimum dengan memvariasikan pH dan 
komposisi medium. Setelah itu dilakukan persiapan ekstrak enzim 
kasar kemudian isolasi enzim, pemurnian enzim dan karakterisasi 
enzim. Gambar 3.1 menunjukkan skema kerja penelitian. 
 
 
Gambar 3.1 Skema Kerja Penelitian. 
Produksi Keratinase Yang Optimum 
Karakterisasi Enzim 
Total protein 
 Berat Molekul 
Protein 
Aktivitas 
Enzim 
Isolasi  & Pemurnian Enzim 
Metode Amonium Sulfat Metode Isoelektrik Point 
Persiapan Ektrak Enzim Kasar 
Medium Nutrien Broth, minimal medium feather meal & 
minimal medium ditambah pepton 1% 
Suhu 40˚C pH 7, 8, 9 
Kurva Pertumbuhan 
Starter Isolat Bakteri 
Pembuatan Tepung Bulu Ayam 
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3.2  Pembuatan Tepung Bulu Ayam 
Tepung bulu ayam yang memiliki sumber keratin, dibuat 
dengan metode Agrahari et al., 2010 yang telah dimodifikasi. 
Pertama Bulu ayam dicuci bersih dan direbus selama 2-3 jam, 
kemudian dioven selama 8 jam pada suhu 50
o
C. Bulu ayam yang 
telah kering, digiling, digerus dengan mortar dan disaring dengan 
saringan tepung sehingga menjadi sebagai tepung bulu ayam. 
 
3.3  Pembuatan Starter 
Starter isolat Bacillus SLII-I dibuat dengan metode Kosim 
(2010) yang dilakukan  secara bertahap. Diambil sebanyak 1 ose 
isolat Bacillus SLII-I pada medium padat Nutrien Agar (Lampiran 
1) kemudian dimasukkan dalam 10 mL medium minimal feather 
meal (Lampiran 1), medium minimal dengan penambahan pepton 
1% (Lampiran 1), sedangkan untuk medium nutrien broth 
(Lampiran 1) tanpa starter. Selanjutnya diinkubasi dengan rotary 
shaker dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam pada suhu 
ruangan. Setelah itu 5 ml biakan dipindahkan kedalam kedua 
medium tersebut yang baru sebanyak 45 ml dan diinkubasi 
kembali pada kondisi yang sama seperti kondisi sebelumnya. 
Kemudian sebanyak 10 ml biakan dipindahkan lagi ke dalam 90 
ml medium baru dan diinkubasi dengan kondisi yang sama. 
Biakan tersebut diambil sebanyak 20 ml dipindahkan lagi ke 
dalam medium baru sejumlah 180 ml serta diinkubasi dengan 
kondisi yang sama. Hasil akhir biakan digunakan sebagai kultur 
starter. 
 
3.4  Pembuatan Kurva Pertumbuhan  
Pada medium nutrien broth, isolat Bacillus SLII-I 
diinokulasikan pada medium sebanyak 250 ml. Sedangkan untuk  
kultur starter diambil sebanyak 25 ml dan dimasukkan kedalam 
225 ml medium minimal feather meal (FM), medium minimal 
feather meal (FM) dengan penambahan pepton 1% dan diinkubasi 
selama 24 jam. Setiap jam diukur pertumbuhannya mengunakan 
spektrofotometer,  dengan mengukur nilai absorbansi optical 
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density pada panjang gelombang 600 nm. Pengukuran dilakukan 
dengan cara, pertama biakan diambil sebanyak 0,2 ml lalu 
diencerkan dengan menambahkan 1,8 ml akuades steril lalu 
dihomogenkan. Kemudian biakan dimasukkan kedalam kuvet 
untuk diukur nilai optical density dengan spektrofotometer. Untuk 
blanko digunakan medium tanpa isolat dengan pengenceran 10 
kali menggunakan akuades steril, yaitu 0,2 ml masing-masing 
medium modifikasi tanpa isolat ditambah dengan 1,8 ml akuades 
steril. Pengambilan sampel dilakukan tiap jam mulai jam ke-0 
sampai jam ke-24 (Anitha et al., 2012). 
 
3.5  Optimasi Produksi Enzim 
Pada medium nutrien broth, isolat diinokulasikan pada 
medium sebanyak 250 ml, sedangkan untuk starter isolat Bacillus 
SLII-I sebanyak 25 ml diinokulasikan ke dalam 225 ml medium 
baru medium minimal feather meal (FM) dan medium minimal 
feather meal (FM) dengan penambahan pepton 1%. di 
Erlenmeyer 500 ml dan diinkubasi dengan shaker inkubator 
dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam dan dilakukan 
pengulangan sebanyak tiga kali (Kosim, 2010). Menurut 
Sivakumar (2012), produksi enzim keratinase dapat dipengaruhi 
oleh suhu, pH, dan komposisi medium. Pada penelitian ini suhu 
yang digunakan yaitu  40
 o
C dengan pH  7, 8, dan 9. Setelah 
mendapat produksi enzim yang optimum, kemudian dilakukan 
inokulasi kedalam 500 ml untuk produksi enzim lebih besar. 
 
3.6  Persiapan Ekstrak Enzim Kasar 
Pembuatan ekstrak enzim kasar diambil dari hasil biakan 
yang dihomogenasikan lalu dimasukkan ke dalam tabung 
sentrifugasi sebanyak 30 ml biakan dari ketiga pengulangan 
kultur. Biakan tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 
rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Supernatan yang didapatkan 
merupakan ekstrak enzim kasar untuk pengukuran aktivitas 
keratinase dan disimpan dalam freezer  (Anitha et al., 2012). 
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3.7  Isolasi dan Pemurnian Enzim 
3.7.1  Metode amonium sulfat 
Pemurnian parsial ekstrak kasar enzim protease dimurnikan  
dengan cara pengendapan bertahap (NH4)2SO4 dengan fraksi 0-
30%, 30%-45%, 45%-60%, 60-75%, perlakuan tersebut dilakukan 
di dalam ice box yang berisi serpihan es batu. Untuk membuat 
fraksi 0-30% (NH4)2SO4 ditimbang sebanyak 3,52 g, kemudian 
ditambahkan ke dalam 20 mL larutan ekstrak enzim kasar dalam 
gelas beaker 50 mL. Penambahan dilakukan sedikit demi sedikit 
sambil diaduk dengan menggunakan gelas pengaduk. Setelah 
semua (NH4)2SO4 yang ditambahkan larut kemudian dibiarkan 1 
jam. Endapan enzim dipisahkan dengan sentrifugasi 
menggunakan kecepatan 3000 rpm, pada suhu 40˚C selama 30 
menit. Dihasilkan supernatan dan endapan. Kemudian dilanjutkan 
fraksi 30%-45%, supernatan dimasukkan ke dalam gelas beaker 
50 mL kemudian ditambah dengan 1,88 g (NH4)2SO4. Setelah 
semua larut kemudian dibiarkan 1 jam. Endapan enzim di 
sentrifugasi. Dihasilkan supernatan  dan endapan.  
Kemudian untuk fraksi 45%-60%,  supernatan fraksi 30%-
45% dimasukkan ke dalam gelas beaker 50 mL kemudian 
ditambah dengan 1,97 g (NH4)2SO4. Setelah larut dibiarkan 1 jam. 
Endapan enzim disentrifugasi. Dihasilkan supernatan dan 
endapan. Untuk pembuatan fraksi 60-75%,  Supernatan dari fraksi 
45%-60%, dimasukkan ke dalam gelas beaker 50 mL kemudian 
ditambah dengan 2,06 g (NH4)2SO4. Setelah semua larut 
kemudian dibiarkan 1 jam. Endapan enzim disentrifugasi 
menggunakan kecepatan 10000 rpm, pada suhu 40˚C selama 10 
menit. Dihasilkan supernatan dan endapan. Jumlah konsentrasi 
garam amonium sulfat yang ditambahkan pada masing-masing 
fraksi didasarkan pada tabel presipitasi amonium sulfat. 
 
3.8  Metode Isoelektrik Point 
Titik Isoelektrik merupakan daerah p tertentu dimana protein 
tidak mempunyai selisih muatan atau jumlah muatan positif dan 
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negatif sama, sehingga tidak bergerak apabila diletakkan dalam 
medan listrik. Pada pH isoelektrik (pI), daya kelarutan protein 
minimal, sehingga menyebabkan protein mengendap.  
Pertama disiapkan 5 tabung reaksi bersih dan kering, lalu 
dimasukkan 1 ml enzim pada tiap-tiap tabung. Pada setiap tabung 
ditambahkan 1 ml larutan buffer asetat masing-masing dari pH 
3,8; 4,7; 5,0; 5,3; dan 5,9, titik isoelektrik asam amino sistein 
tidak jauh dari pH 4,3 (Kilara, 1994).  Kemudian dikocok, lalu 
dicatat derajat kekeruhannya setelah 0, 10, dan 30 menit . Diamati 
berapa tabung yang terbentuk endapan maksimal. Selanjutnya 
semua tabung dipanaskan diatas penangas air. Diamati hasilnya. 
Pembentukan endapan kekeruhan paling cepat atau paling banyak 
merupakan titik isoelektrik (Burgess dan Thompson, 2002).  
 
3.9  Karakterisasi Enzim  
3.9.1  Kandungan protein 
Penentuan kadar protein ditentukan dengan metode 
Bradford (1976). Sebanyak 1 mL larutan enzim ditambahkan ke 
dalam tabung yang berisi 5 mL pereaksi Bradford yang sudah 
diencerkan lima kali. Campuran tersebut divorteks dan didiamkan 
pada suhu ruang selama 5 menit. Perlakuan pada blanko, larutan 
enzim diganti dengan akuades. Selanjutnya larutan tersebut 
dihomogenkan dan didiamkan selama 20 menit pada suhu ruang. 
Absorban larutan diukur pada panjang gelombang 595 nm. 
Konsentrasi protein sampel dihitung berdasarkan kurva standar 
BSA (Bovine Serum Albumin). Pada kurva standar protein, larutan 
enzim digantikan dengan BSA dengan kisaran konsentrasi 0 
sampai 1 mg/mL. 
3.9.2 Elektroforesis SDS-PAGE  
Persiapan awal yang perlu dilakukan dalam elektroforesis 
adalah pembuatan gel. Metode yang digunakan dalam pembuatan 
gel adalah metode Edelstein dan Bollag (1991). Bahan untuk 
separating gel dicampur satu persatu dengan memasukkan 
tetrametilen diamina (TEMED) pada akhir campuran. Larutan 
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tersebut diaduk dan dipipet perlahan ke dalam plate kaca sampai 
1.5 cm dari permukaan kaca lalu didiamkan sekitar 15-20 menit. 
Dalam proses ini diusahakan agar tidak terbentuk gelembung 
udara. Setelah gel memadat, campuran stacking gel dipipet 
perlahan ke dalam plate kaca lalu dengan segera dimasukkan sisir 
(10 sumur) sebagai tempat memasukkan sampel. 
Sampel yang telah dipanaskan pada 100
0
C selama 3 
menit dicampurkan dengan buffer sampel lalu dilakukan loading 
sampel ke dalam sumur sebanyak 12 µl. Berbeda halnya dengan 
sampel, Marker yang di-loading ke dalam sumur sebanyak 10 µl. 
Sebelum running dilakukan, buffer elektroforesis dimasukkan ke 
dalam chamber. Running elektroforesis dilakukan pada 100 Volt, 
50 mA dalam kondisi dingin. Waktu yang diperlukan untuk 
running elektroforesis sekitar 1.5 jam 
 Setelah pemisahan, gel dilepas dari plate kaca lalu 
direndam dalam larutan fiksasi (25% metanol + 12% asam asetat) 
selama 1 jam. Selanjutnya, gel tersebut direndam dalam larutan 
etanol 50% selama 20 menit dan larutan etanol 30% selama 2 x 
20 menit (Edelstein dan Bollag, 1991).  
3.9.3 Aktivitas enzim 
Enzim yang didapatkan dari sentrifugasi biakan 
ditambahkan tepung bulu ayam  sebanyak 20 mg yang dilarutkan 
dalam larutan buffer dengan perbandingan enzim dengan larutan 
buffer sebesar 1:4 (200 µl ekstrak enzim : 800 µl larutan buffer). 
Untuk mendapatkan pH 7 digunakan 0.2 M phosphate buffer 
(Anitha et al., 2012). Larutan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 
37˚C. Setelah diinkubasi, larutan didinginkan dalam air es selama 
10 menit, Absorbansi larutan diukur menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 280 nm (Govarthanan 
et al., 2011). 
Satu unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah 
enzim yang menyebabkan peningkatan 0,01 unit absorbansi per 
waktu pengukuran (Anitha et al., 2006). Aktivitas keratinase 
ditentukan berdasarkan rumus (Ali et al., 2011) : 
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Keterangan :  4  = volume larutan akhir (mL) 
  n  = faktor pengenceran  
  A 280  = nilai absorbansi (unit) 
  T   = waktu inkubasi (menit) 
 
3.10  Rancangan Penelitian 
Berdasarkan kombinasi faktor fisika dan kimia dari 
penelitian sebelumnya bahwa pH dan komposisi medium limbah 
bulu ayam menentukan hasil produksi keratinase, sehingga 
variabel diatas dipilih dalam penelitian ini menggunakan 
rancangan acak lengkap (RAL) faktorial dengan dua faktor yaitu 
pH (7, 8, dan 9) dan jenis medium (nutrien broth, minimal 
medium feather meal dan minimal medium ditambah pepton 1%) 
untuk mendapatkan produksi keratinase yang paling optimum. 
Data diolah dengan menggunakan Analysis of Varians 
(ANOVA), bila terdapat perbedaan signifikan maka dilanjutkan 
dengan uji Duncan dengan tingkat kepercayaan 95%. Hasilnya 
berupa profil pertumbuhan bakteri dalam bentuk kurva 
pertumbuhan dan profil konsentrasi protein serta aktivitas enzim 
yang dijelaskan secara analisis deskriptif.  
 
 
 
 
 
  
Aktivitas (Unit/ml)  = (4 × n × A 280) 
(0.01 × T) 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan produksi 
keratinase dengan cara menganalisis profil pertumbuhan bakteri, 
kandungan protein, dan aktivitas keratinase pada variasi  pH dan 
komposisi medium. Medium yang digunakan adalah nutrien broth 
(NB), medium minimal feather meal (MMFM) dan medium 
minimal feather meal ditambah pepton 1%.  
4.1 Pembuatan kurva pertumbuhan isolat Bacillus SLII-I 
 Analisis Kurva pertumbuhan dilakukan untuk mengetahui 
waktu yang tepat panen kultur Bacillus SLII-I (Gambar 4.1). Dari 
seleksi medium yang dilakukan berdasarkan pH (7, 8 dan 9), 
dipilih kondisi yang paling optimum yaitu pada pH 7. Suntornsuk 
and Suntornsuk (2003) melaporkan, pH awal medium sangat 
mempengaruhi pertumbuhan bakteri, persentase degradasi bulu 
dan produksi keratinase. Telah diamati bahwa spesies Bacillus 
yang paling aktif dalam kondisi netral (pH 7), pH optimum untuk 
B. cereus adalah 7,0 (Kim et al., 2001), sedangkan untuk B. 
pumilus adalah 8,0 (El-Refai et al., 2005). Untuk B. subtilis, 
produksi enzim tertinggi diperoleh mulai pH 5 sampai pH 9.  
 Pada gambar 4.1 tampak bahwa profil kurva pertumbuhan 
bakteri yang umunya terdiri atas fase adaptasi (lag), eksponensial 
(log), stasioner dan fase kematian (death) (Hamdiyati, 2010). 
Pengukuran nilai optical density masing-masing medium 
dilakukan pada absorbansi  maksimal 600 nm. Kurva 
pertumbuhan bakteri dibuat dengan sumbu x sebagai waktu 
inkubasi dan sumbu y sebagai nilai optical density (OD) atau 
absorbansi (Anitha et al., 2012). 
 Medium nutrien broth digunakan sebagai medium standart, 
karena termasuk dalam medium pengkaya, sehingga semua jenis 
bakteri dapat tumbuh dalam medium nutrien broth. Medium yang 
paling optimum untuk pertumbuhan yaitu pada minimal medium 
feather meal karena dilihat dari kurva pertumbuhan bakteri, 
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medium tersebut memiliki fase adaptasi (lag) yang pendek dan 
fase eksponensial (log) yang tinggi. Kurva pertumbuhan pada 
minimal medium feather meal pepton 1% memiliki fase adaptasi 
(lag) yang panjang, hal itu dikarenakan Bacillus menggunakan 
pepton dahulu dibanding feather meal. Setelah sumber pepton 
habis, maka bakteri akan memproduksi keratinase untuk 
memecah keratin pada bulu ayam untuk sumber C bagi 
pertumbuhannya. Selain pepton, modifikasi medium dapat 
dilakukan dengan penambahan glukosa, fosfat, dan glutatioinin 
untuk pengkayaannya (Gupta, 2006). 
  
. 
 
Gambar 4.1 Kurva Pertumbuhan Isolat Bacillus SLII-I. 
 
Gambar 4.1 menjelaskan kurva pertumbuhan bakteri 
setiap medium yang terbaik berdasarkan analisis profil kurva 
pertumbuhan ditunjukkan bahwa medium yg dimodifikasi dengan 
nutrien broth menyerupai profil kurva pertumbuhan medium 
standart, sehingga modifikasi medium minimal feather meal dapat 
di pastikan mampu menggantikan medium standart. Pengukuran 
aktivitas keratinase (Gambar 4.2), aktivitas tertinggi terjadi pada 
medium minimal feather meal dengan pH 7 pada rentan jam ke-
11 sampai dengan jam ke-14. Pada waktu tersebut pengambilan 
sampel untuk ekstrak enzim kasar dilakukan, karena diasumsikan 
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sebagai waktu yang optimal untuk menghasilkan keratinase 
paling banyak dan berbanding lurus dengan jumlah sel isolat 
didalam medium. Aktivitas keratinase diukur dengan 
menggunakan spektrofotometer secara kuantitatif pada panjang 
gelombang 280nm yang dapat mendeteksi asam amino sistin pada 
keratin (Ketaren, 2008). Aktivitas keratinase tertinggi diamati 
adalah 3.4 Unit/ml pada jam ke-11 dan terendah 1.5 Unit/ml pada 
dan jam ke-5. Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya 
menunjukkan nilai aktivitas keratinase sebesar 3.35 Unit/ml. 
  
 
Gambar 4.2 Aktifitas Keratinase pada Minimal Medium Feather 
Meal pH 7 Kondisi Optimum. 
 
Dari uji statistik dengan Analysis of Varians (ANOVA) 
two-way (Lampiran 2), pada kurva pertumbuhan bakteri dapat 
disimpulkan bahwa faktor pH dan medium berpengaruh nyata 
(nilai p value < 0.05). Kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan 
yang menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan perlakuan yang 
signifikan pada pH 8 dan 9 di medium nutrien broth dan minimal 
medium feather meal, sedangkan pH 7 di medium minimal 
feather meal pepton 1% terdapat perbedaan perlakuan yang 
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signifikan. Pada faktor pH, terdapat 3 macam pH yang digunakan 
dalam penelitian ini, yaitu 7,8, dan 9.  
 Dari hasil uji Duncan, pada pH 7 terdapat perbedaan 
perlakuan yang signifikan karena pH 7 merupakan kondisi yang 
optimum untuk pertumbuhan Bacillus SLII-I. Faktor pH sangat 
penting untuk mempengaruhi fisiologi mikroorganisme dengan 
mempengaruhi kelarutan hara dan serapan, aktivitas enzim, 
membran sel morfologi, pembentukan produk sampingan dan 
reaksi oksidatif-reduktif. Selama produksi keratinase, 
pemanfaatan keratin terjadi lebih cepat sebagian besar pada pH 
7,5 (Suntornsuk and Suntornsuk, 2003). Friedrich and 
Antranikian (1996) menjelaskan bahwa produksi keratinase 
maksimum pada pH basa. Untuk B. subtilis, produksi enzim 
tertinggi telah dilaporkan pada rentang pH 7 sampai 9.  
 
4.2 Metode Amonium Sulfat 
Metode ammonium sulfat bertujuan untuk memisahkan 
keratinase dengan senyawa lainnya. Pengendapan menggunakan 
garam didasarkan pada kelarutan protein yang berinteraksi polar 
dengan molekul air, interaksi ionik protein dengan garam, dan 
daya tolak menolak protein yang bermuatan sama. Berdasarkan 
hasil yang diperoleh pada penelitian ini, keratinase dapat 
mengendap pada fraksi 75% dengan aktivitas keratinase sebesar 
0.375 Unit/ml, yang berarti untuk menghidrolisis 1µmol keratin 
dibutuhkan 1 ml keratinase (Keikha et al., 2012).  
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Gambar 4.3 Aktivitas Keratinase Tiap Fraksi Presipitasi 
Amonium Sulfat. 
 
Kelarutan protein (pada pH dan suhu tertentu) meningkat 
pada kenaikan konsentrasi garam (salting in). Penambahan garam 
tertentu akan menyebabkan kelarutan protein menurun (salting 
out). Kenaikan kelarutan protein akan meningkatkan kekuatan ion 
larutan. Molekul air yang berikatan dengan ion-ion garam 
semakin banyak sehingga menyebabkan penarikan selubung air 
yang mengelilingi permukaan protein, oleh karena itu 
menyebabkan protein saling berinteraksi, beragregasi, dan 
kemudian mengendap. Amonium sulfat merupakan garam yang 
paling sering digunakan untuk mengendapkan protein karena 
memiliki daya larut tinggi didalam air, selain itu harganya  relatif 
tidak mahal (Scopes, 1987). 
Pengukuran aktivitas keratinase dari hasil presipitasi 
ammonium sulfat. Dari hasil yang didapatkan, aktivitas keratinase 
pada fraksi 75% sebesar 0.375 unit/ml, sehingga tiap 1 unit enzim 
keratinase dibutuhkan untuk membebaskan 1µmol keratin dari 
minimal medium feather meal dalam kondisi standart (Keikha et 
al., 2012). 
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4.3  Metode Isoelektrik point 
Titik isoelektrik merupakan suatu kondisi pada saat sebuah 
protein tidak memiliki selisih muatan atau jumlah antara muatan 
positif dan negatif sama, sehingga tingkat kelarutan protein 
menurun dan mencapai angka terendah yang berakibat apabila 
diletakkan dalam medan listrik akan memiliki jumlah kation dan 
anion yang sama. pH disebut sebagai titik isoelektrik (pI) di mana 
muatan total pada molekul adalah nol, merupakan karakteristik 
dari masing-masing enzim, di mana kelarutan dalam larutan air 
umumnya minimum. Dalam larutan, kelompok yang bermuatan 
akan berinteraksi dengan molekul air yang bersifat polar dan akan 
menstabilkan protein karena bersifat hidrofobik. Sebagian besar 
rantai samping alifatik atau aromatik merupakan ciri protein yang 
kurang larut dalam air. Salah satu contoh dari pI adalah jumlah 
kelompok terionisasi meningkat karena kelarutan cenderung 
meningkat. Oleh karena itu titik isoelektrik adalah hal yang 
penting karena mempengaruhi kelarutan dan interaksi  protein 
(Öztürk, 2001). Titik isoelektrik dari ekstrak enzim kasar pada 
medium feather meal adalah pH 5,3. Menurut penelitian Hsin-
hung lin (2010) titik isoelektrik pada keratinase berkisar antara  
pH 3,5 - 9,5. 
 
 
Gambar 4.4 Titik Isoelectric Point Keratinase. 
 
 
pH 4,7 pH 5 pH 5,3 
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4.4  Elektroforesis SDS-PAGE 
Sodium dodesyl sulphate (SDS) – polyacrylamide gel 
elektrophoresis (PAGE) merupakan metode yang digunakan 
untuk karakterisasi enzim dan bertujuan untuk mengetahui berat 
molekul suatu protein. Penggunaan SDS berfungsi untuk 
mendenaturasi protein karena SDS bersifat sebagai deterjen yang 
mengakibat ikatan dalam protein terputus membentuk protein 
yang dapat terelusi dalam gel (Weaver, 2005). Sampel enzim 
yang diinjeksikan ke dalam sumur gel diberi warna dengan 
bromphenol biru yang dapat terionisasi. Fungsi pewarna adalah 
untuk membantu memonitor jalannya elektroforesis (Wilson dan 
Walker, 2000). Gel poliakrilamid dengan stacking gel 4% dan 
separating 12%, pada tegangan listrik 120 volt 28 A. Berat 
molekul enzim keratinases berkisar antara 15 sampai 240 kDa 
(Gupta et al., 2006). Namun menurut Prakash et al. (2010) 
sebagian besar berat molekul enzim keratinase berada pada 
kisaran 20 sampai 50 kDa. Dari hasil SDS-PAGE diketahui 
bahwa berat molekul protein keratinae pada penelitian ini adalah 
38 kDa. 
 
 
 
Gambar 4.5 SDS-PAGE. 
MMFM MMFM pepton 1%  Marker 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa 
bakteri Bacillus SL II-I  tumbuh optimum pada minimal medium 
feather meal  pH 7 jam ke-11 dengan aktivitas keratinase tertinggi  
mencapai 3.4 Unit/ml. Berdasarkan parsial purifikasi terhadap 
ekstrak kasar keratinase  menggunakan ammonium sulfat protein 
tercapai maksimal pada konsentrasi 75% dengan aktivitas 
keratinase sebesar 0.375 Unit/ml. Karakterisasi titik isoelektrik 
keratinase tercapai pada pH 5.3  dengan berat molekul 38 kDa.  
 
5.2 Saran 
 Dari hasil penelitian ini, perlu adanya produksi yang lebih 
besar untuk memenuhi permintaan pasar produksi pakan ternak. 
Selain itu perlu dilakukan meneliti faktor lain seperti : 
1. Menghitung kadar protein total, protein terlarut dan 
jumlah keratin terdegradasi.  
2. Mengetahui pengaruh sumber protein limbah bulu ayam 
dalam pakan ternak. 
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